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1FOROR D
Denne bacheloropgave er udarbejdet på 6. semester på Roskilde Universitet i molekylærbiologi og, til dels, almen biologi. 
Opgaven er bygget utraditionelt op, idet det har været forfatternes ønske at forsøge at få rapporten til at afspejle en vi-
denskabelig artikel. Derfor er de indledende afsnit, man normalt ville finde i en bacheloropgave, erstattet med en artikel, 
der bygger på de hypoteser og eksperimenter, der er udført i løbet af  bacheloropgaven. Det drejer sig om indledning, 
problemformulering og målgruppe. Målgruppen er implicit, men dækker over akademikere med naturvidenskabelig bag-
grund og faglig interesse indenfor emnet. Ligeledes findes resultatafsnit, diskussion samt konklusion kun i artikel. Det er 
desuden kun den mest nødvendige teori, der er taget med i artikel.
Efter artiklen følger en række bilag, som tjener det formål at uddybe den teori, der er udvalgt til artiklen. Det anbefales at 
gennemlæse dette hvis man vil kunne forstå de problematikker der bliver taget løbende op i artiklen.
Der er blevet valgt at lave to litteraturlister - en til artiklen, og en til bilagene. Det skyldes, at ikke alle kilder fra bilagene er 
brugt i artiklen. For at gøre det mere overskueligt for læseren at finde de korrekte kilder, er der derfor lavet to litteraturl-
ister. Det betyder også, at nogle af  kilderne vil være at finde på begge litteraturlister.
ABSTRACT
The aim of  this report is to develop a freeze-thaw protocol which can be used for selection between transfected HEK293 
cells and nontransfected cells. This freeze-thaw protocol is designed for transient transfection commonly used to exam-
ine gene expression, and aim to reduce background noise from non-transfected cells which is observed at transfection 
rates around 50-60 % of  the overall cell culture.
We attempt to distinguish between the two by using antifreeze protein (AFP) from the beetle Rhagium mordax as an 
selection marker. The type of  protocol aims to ensure intracellular ice formation and recrystallisation during thawing, 
since it is these effects that AFP has been shown to have cryoprotective properties. Therefore, we hope to observe an 
increased survival rate for the transfected cells. The setup enable us to achieve cooling rates from  -5 to -1000 °C/min, 
with af  deviation on ± 2 °C.
We succeeded in getting one fairly good transfection with a transfection rate around 20-30%, but these results could 
not be reproduced at following experiments. This could indicate the need for further optimisation of  the transfection 
protocol used in this experiment.
It is of  interest to optimize the freeze-thaw protocol, due to the simplicity of  its implementation and therefore has great 
potential as a future selection protocol.
2
3Udvikling af fryseprotokol til selektion af 
transfekterede HEK293 celler med AFP som 
selektionsmarkør
Målet med denne rapport, er at  udvikling en hurtig og effektiv fryseprotokol til selektering mellem kortvarigt-transfekterede 
HEK293 celler og ikke-transfekterede celler. Denne fryseprotokol er designet til  kortvarige transfektioner, som ofte bruges til 
undersøgelse af  genudtryk, og sigter efter at reducere baggrundsstøj fra de ikke-transfekterede celler, som observeres ved trans-
fektionsrater på maksimalt 50-60% af  den samlede cellekultur.
Til dette formål forsøger vi at anvende et antifryseprotein (AFP) fra billen Rhagium mordax som selektionsmarkør. Den type pro-
tokol vi har arbejdet på lægger vægt på at sikre intracellulær isdannelse ved nedfrysning og rekrystallisation ved opvarmning, da det 
er disse effekter AFP har vist sig at have en effekt på i andre sammenhænge. Vi håber med dette forsøg at kunne påvise en positiv 
effekt på overlevelsesraten efter nedfrysning hos celler, der indeholder AFP. Til protokollen anvendes vores egen køleopstilling, 
der tillader kølerater fra -5 til -1000 °C/min, med afvigelser på ± 2 °C.
Det lykkedes os at få én funktionel transfektion med en transfektionsrate på 20-30%, men dette resultat kunne ikke reproduceres 
ved følgende forsøg, hvorfor det tænkes at den brugte transfektionsprotokol kræver yderligere optimering.
Det er af  stor interesse at optimere fryseprotokollen, da den er simpel at implementere, og derfor har stort potentiale som frem-
tidig selektionsprotokol. 
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Transfektion er en metode, der ved hjælp af ikke-virale vektorer 
kan introducere fremmed DNA i form af plasmid i eukaryote 
cellers cytosol til at teste genekspression og rekombinante ge-
ner [1-4]. Ved denne proces er det ikke alle celler, der optager 
plasmidet, og man opnår derfor en heterogen kultur bestående 
både af transfekterede og ikke-transfekterede celler [1-4]. Denne 
heterogene opløsning kan herefter anvendes til undersøgelser af 
genekspression for det indsatte gen [5]. Denne form for tilgang 
kaldes en kortvarig transfektion. Metoden har den fordel, at den 
muliggør videre forsøg indenfor en kort tidsperiode. Til gengæld 
har denne transfektionsmetode den ulempe, at de ikke-trans-
fekterede celler i opløsningen giver en usikkerhed da de slører 
udtrykket fra de transfekterede celler [3,4].
Denne problematik kan dog undgås ved at gøre brug af se-
lektionsmarkører til at udvikle en permanent cellelinje, som 
udtrykker det ønskede gen sammen med markøren. Dette kan 
for eksempel gøres ved at klone et antibiotikaresistensgen ind i 
vektoren sammen med ens gener af interesse, eller ved brug af 
et selektionsmedie. Disse metoder er dog meget tidskrævende, 
da det tager lang tid at selektere og opdyrke cellerne på denne 
måde [2,3,5].
I den forbindelse vil vi i denne artikel undersøge muligheden 
for at anvende nedfrysning af celler transfekteret med et anti-
fryseprotein (AFP) fra insektet Rhagium mordax som en alternativ 
selektionsmetode, i stedet for brug af antibiotikumresistensge-
ner og selektionsmedier, til brug i kortvarig transfektion.
Formålet med dette forsøg er således at undersøge AFPs effekt 
på overlevelsesraten hos nedfrossede, transfekterede HEK293 
celler. Ifølge litteraturen beskytter AFP mod kryoskader forår-
saget af hurtig nedfrysning, nærmere bestemt intracellulær is-
dannelse og rekrystallisering [6,7]. Intracellulær isdannelse har 
længe været forbundet til celledød i forbindelse med nedfrysning 
men den præcise årsag til at cellerne dør, er ikke kendt. Først efter 
det blev kendt, at intracellulær isdannelse var forbundet med 
rekrystallisering af isen efter nukleation, begyndte man at koble 
rekrystalliseringen med lav overlevelsesrate hos nedfrosne celler 
[8]. Rekrystallisering finder sted, når mindre iskrystaller vokser 
sammen til større iskrystaller. Dette sker, da det er energimæs-
sigt favorabelt for krystallerne, i og med at en større iskrystal vil 
have en lavere fri energi end en mindre krystal [9]. Intracellulær 
isdannelse forkommer, når køleraten er høj nok til, at vandet i 
cellerne ikke kan nå at komme ud og det derfor fryser til is inde i 
cellen. Både ved langsom og hurtig nedkøling vil der forekomme 
ekstracellulær is, og denne ekstracellulære is medvirker til op-
koncentration af solutter i det ekstracellulære miljø [6,7]. Det er 
denne øgede koncentrering, der giver det osmotiske stress, som 
driver vandet ud af cellerne. Derfor er en høj kølerate nødvendig 
for at sikre intracellulær isdannelse og følgende rekrystallisering, 
hvis man ønsker at teste AFPs virkning intracellulært. Ved brug 
af en kølerate på omkring -30°C /min sikres, at intracellulær is 
dannes ved nedfrysningen, og for at sikre rekrystallisering tøs 
prøverne op ved stuetemperatur uden brug af vandbad (~20 °C).
Graden af rekrystallisering afhænger af optøningsraten. En 
optøning med en lav rate giver anledning til en større grad 
rekrystallisering end ved brug af en høj rate. Derfor har vi valgt 
ikke at tø vores prøver op i vandbad, men blot lade dem stå ved 
stuetemperatur. AFPs effekt kan ifølge vores antagelse bidrage 
med en højere overlevelsesrate hos de transfekterede HEK293 
celler, sammenlignet med de ikke-transfekterede HEK293 cel-
ler. For at kunne sammenligne overlevelsesraterne for de trans-
fekterede og de ikke-transfekterede celler, stilede vi efter at opnå 
en overlevelse hos de ikke-transfekterede celler på 20-30 %.
For at kunne bestemme antallet af overlevede transfekterede cel-
ler blev der der anvendt et reportergen ved navn EGFP, der fluo-
rescerer ved eksponering for UV-lys, når denne er blevet trans-
fekteret ind i cellerne [10]. Vi antog, at de transfekterede celler, 
der fluorescerede, både havde optaget EGFP samt AFP. Denne 
antagelse gjorde vi på det grundlag, at den anvendte transfek-
tionsreagent ikke diskriminerer mellem de to brugte plasmider, 
hvorpå AFP og EGFP var klonet ind. Dette betyder, at hvis 
cellerne fluorescerede, har de sandsynligvis også optaget AFP. 
Herved kunne vi teste om AFP havde en effekt på overlevelses-
raten ved at udregne transfektionsrate før og efter nedfrysningen 
ud fra antallet af fluorescerende celler.
Hvis AFP viser sig at virke intracellulært ved at beskytte humane 
celler mod nedfrysningsskader, har det et utal af anvendelses-
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Plasmidoprensning
Vektor og insert blev ligeret og transformeret ind i E. coli. Bak-
terierne blev udpladet på agarplader indeholdende henholdsvis 
ampicillin og kanamycin, og inkuberes over natten ved 37 °C. 
Dagen efter overføres nogle af kolonierne herefter til 25 mL 
vækstmedie, og inkuberer over natten ved 37 °C under om-
røring. Efterfølgende høstes cellerne ved centrifugering ved 4 
°C i 15 min med 6000xg.  
Oprensning af plasmiderne blev herfra udført efter den pro-
tokol, som hører til Machery-Nagel NucleoBond® Xtra Maxi 
kit. Efter oprensning blev plasmiderne opløst i 200 µL sterilt 
vand. Derudover blev der også anvendt QIAGEN Plasmid Midi 
Kit samt QIAprep Spin Miniprep Kit begge købt fra QIAGEN.
Nedfrysning
Vores opstilling til nedfrysning af celleprøver, med en 
tilnærmelsesvis konstant kølerate, er inspireret af en lignende 
opstilling lavet af Hans Ramløv og Peter Westh (Hans Ram-
løv, personlig korrespondance, 2012) [11]. Opstillingen har til 
formål at nedsænke prøverne med en justerbar hastighed ned i 
et dewarkar, hvori bunden er fyldt med flydende nitrogen. Ned 
gennem dewarkaret indstiller der sig en temperaturgradient, 
som gør det muligt få kølerater helt ned til -1000 °C/min, af-
hængig af nedsænkningshastigheden og prøvevolumen.
Opstillingen består af en Mitsumi M35SP-7T stepmotor 
tilkoblet til en programmerbar styringsenhed, der i vores op-
stilling er et Arduino Uno board med en ULN2003AN driver 
chip.
Arduinoen gør os ved hjælp af dens tilhørende software i 
stand til at programmere motoren til at køre i den ønskede has-
tighed. Koden kan findes i bilag 9.
Til bestemmelse af køleraterne anvendes en termokobling. 
Denne er tilsluttet en computer med tilhørende software, der 
omsætter spændingen til den dertilhørende temperatur, og plot-
ter temperaturen hvert fjerde sekund.   
Da mængden af flydende nitrogen i karet er svær at justere 
præcist, forsøger vi at fylde af 6-7 cm i bunden af karret hver 
gang. Mængden af nitrogen måles med tommestok. Dette giver 
dog stadig anledning til variation. Derfor bestemmes køleraten 
før hvert forsøg, hvorefter hastigheden prøverne nedsænkes 
med tilpasses, så vi opnår den ønskede kølerate. Denne kali-
brering af vores nedsænkningsrate sikrer, at man kan opnå en 
tilnærmelsesvis ens kølerate for alle nedfrysninger. Måden, 
hvorpå man sikre sig dette, var ved at nedsænke en prøve 
med 1 mL vækstmedie, hvori der er iført en termokobling. 
Termokoblingen måler således også køleraten, mens prøverne 
er med. Nedsænkningshastigheden justeres, og en test foretages 
igen, indtil den ønskede kølerate blev opnået. For en oversigt 
over nedfrysningsproceduren, se flowdiagram i bilag 10.
Udtrykkelse af EGFP og AFP
Da vi antager at hvis cellerne udtrykker EGFP, udtrykker de 
også AFP, da PEI ikke diskriminere mellem de to forskellige 
plasmider og derved er sandsynligheden den sammen. Vi under-
søger, hvor stor en procentvis andel af cellerne der fluorescerer 
før og efter nedfrysning. Det gør os i stand til at sammenligne 
overlevelsen for de transfekterede og de ikke-transfekterede 
celler, og dermed ved brug af EGFP som en indikator for de 
transfekterede celler, hvorvidt AFP forbedrer overlevelsesraten.
Til undersøgelse af celleoverlevelse, samt transfektionsraten, 
udtages 10 µL af vores prøver og tilsættes et Burker-Türk-hæ-
mocytometer, og cellerne tælles gennem et Leica DM5000 B 
mikroskop. Mikroskopet er tilsluttet et Leica CTR5000 modul, 
et Leica DFC350 FX kamera og hvor der er tilkoblet et fluo-
rescens modul. Med fluorescensmodulet er det muligt at un-
dersøge, om cellerne der udtrykker EGFP, derved også AFP, 
har overlevet nedfrysningen . Til prøverne med trypanblå blev 
cellesuspensionen og trypanblå blandet i forholdet 1:1.
perspektiver. Udover at kunne bruges som selektionsmarkør 
ved kortvarige transfektioner, så er det også en mulighed, at 
AFP ville kunne implementeres i permanente transfektioner. 
Dette ville gøre de transfekterede celler i stand til kontinuært 
at udtrykke AFP, og dermed udgøre en effektiv beskyttelse i 
forbindelse med eksempelvis kryopræservering af celler. Da 
AFP er effektivt ved lave koncentration, at det ikke er skadeligt 
for cellerne, ville permanente transfektioner med AFP være et 
godt alternativ til kryopræservering med andre kryoprotektan-
ter, der potentielt kan være toksiske for cellerne - eksempelvis 
DMSO.  
Desuden er der også anvendelsesmuligheder, der ligger uden 
for dette projekts område. Dette kunne blandt andet være AFP 
anvendt til at beskytte fødevarer mod frostskader, eller trans-
port af kunstige donororganer over store afstande - begge om-
råder, som ville have stor betydning for kryopræservering.
Metoder og MaterIaler
Subkultivering
HEK293 celler blev dyrket i 175 cm2 Nunc EasYFlasks™ Nun-
clon™ (cat. nr.: 159910) kulturflasker, og på dagen for subkultiv-
ering undersøges konfluensgraden. Når cellerne nåede en kon-
fluens på tilnærmelsesvis 80 % splittedes cellerne. Ved split blev 
vækstmediet, Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), 
tilsat penicillin/streptomycin (pen/strep) og 10 % FBS, fjernet. 
Cellerne blev skyllet 2-3 gange med natriumcitrat, og der blev 
tilsat 5 ml trypsin, som fordeltes på cellerne. Cellerne inku-
berede herefter ved 37 °C ved 5 % CO2 i 5 minutter.
Der blev herefter kontrolleret, om trypsinen havde løsnet cel-
lerne fra kulturflasken. Hvis de var løsnet, blev der tilsat 10 mL 
frisk DMEM og resuspenderet op til 10 gange. 1-2 mL af den 
subkultiverede cellekultur tilsættes en ny celleflaske, eller lades 
tilbage hvis der ikke er fæstet celler tilbage, og blev tilsat 29 mL 
DMEM med pen/strep og 10 % FBS. De resterende 8-9 mL 
blev talt og brugt til forsøg. Den nye kulturflaske inkuberede 
herefter ved 37 °C og 5 % CO2 i 3-4 dage til ca 80 % konfluens 
var opnået. Som oftest blev cellerne splittet mandag og torsdag.
Transfektion
Dagen før opstarten af selve transfektion blev der udpladet tre-
fem x 6-brøndsplader med 200.000 celler pr. brønd. Ved tilfæl-
de hvor konfluensen lå lavere end 50 % i brøndene 24 timer 
efter udpladning blev transfektionen udsat til den følgende dag. 
På dagen for af transfektionen blev der lavet fortyndinger af 
plasmiderne, sådan at koncentrationen lå på 1 µg/µL. Der blev 
ligeledes lavet en opløsning med transfektionsvektoren poly-
ethylenimin, Mw 25 kDa (PEI25). Plasmiderne fortyndes til 
en stock-opløsning med en mængde, der passer til tre 6-brønd-
splader. 4,554 µL EGFP, med en koncentration på 2708,1 ng/
µL, blev fortyndet med 69,45 µL steriltfiltreret  H2O. 2,53 µL 
AFP, med en koncentration på 3557,8 ng/µL, blev fortyndet 
med 51,47 steriltfiltreret H2O. Disse standardopløsninger blev 
herefter blandet sammen og fortyndet med steriltfiltreret vand. 
PEI-opløsningen blev lavet med 1,5 µL PEI25, og 785,5 µL 150 
mM sterilfiltreret NaCl. Disse opløsninger giver nok plasmid og 
PEI25 til at lave to transfektionsplader, og en kontrol-EGFP-
plade, hvor kun EGFP blev transfekteret. Plasmid- og PEI25-
blandinger blev blandet sammen, og stod ved stuetemperatur i 
en time for at danne komplekser.
Vækstmediet fra dagen før blev suget fra brøndene, og 4 mL 
nyt vækstmedie blev tilsat. Til transfektionsbrøndene blev 250 
uL PEI/plasmid-opløsning tilsat. Til kontrolplader blev 250 µL 
saltopløsning, uden PEI, tilsat.
Cellerne inkuberes ved 37 °C og 5 % CO2 i 24-48 timer, og blev 
derefter høstet og brugt til forsøg.
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Til udførelsen af protokollen kalibrerede vi vores opstillingen til 
passende kølerater før hvert forsøg. Kalibrerings data fra vores 
forsøg der er taget udgangspunkt i, ses her under:
I de indledende forsøg med transfektion blev cellernes udtryk 
af AFP undersøgt. Dette foregik ved at måle cellernes termiske 
hystereseaktivitet, der er forskellen mellem prøvens hysterese-
frysepunkt og smeltepunkt. De transfekterede celler blev 48 
timer efter transfektionen lyseret med lyseringsbuffer fra plas-
midoprensningskittet, og proteiner i opløsningen blev derefter 
udfældet ved opvarmning til 70°C. AFP fælder ikke ud ved 
denne temperatur. De udfældede proteiner blev derefter spun-
net ned ved 10000xg i 10 min, og en prøve fra supernatanten 
indeholdende eventuelt AFP blev udtaget til måling af termisk 
hystereseaktivitet. Den termiske hystereseaktivitet blev målt 
med et Clifton Nanolitre Osmometer.
resultater
Der blev udført et pilotforsøg på fryseprotokollen, hvor ikke-
transfekterede celler fik tilført DMSO eller glycerol i volumen-
procenterne 5 og 10 %. Dette forsøg havde til formål at under-
søge i hvilken kryoprotektant der ved disse koncentrationer, gav 
den overlevelsesrate blandt vores ikke-transfekterede celler, der 
lå tættest på den ønskede værdi på 10-20 %. Tanken bag pilot-
forsøget var at sørge for, at vores kontrolprøver havde en målbar 
overlevelse efter fryseprotokollen var gennemført, så vi derved 
havde et sammenligningsgrundlag for vores transfekterede cel-
ler.
Til pilotforsøget blev 15 prøver klargjort. Prøverne bestod af 
tre replikater med koncentrationer på henholdsvis 5 og 10 vol% 
DMSO og glycerol, samt en kontrol uden nogen tilsat kryopro-
tektant. Hvert rør fik tilsat celleopløsning med 418500 celler/
mL, samt en af de ovenstående kryoprotektanterne, til et samlet 
volumen på 1 mL. Kontrolprøven bestod af samme celleopløsn-
ing, samt 10 vol% medie, igen med et samlet volumen på 1 mL. 
Resultaterne ses i tabel 1.
På baggrund af pilotforsøget har vi udvalgt, at den celleprøve 
som gav det mest ønskede resultat med en overlevelse på mellem 
20-32 % var prøverne, hvor 5 % glycerol var tilsat.    
Efter den første transfektion testede vi efter 48 timer, uden 
udskiftning af vækstmedie undervejs, om HEK293 cellerne 
udtrykte vores to plasmider indeholdende henholdsvis AFP 
og EGFP. Dette blev brugt til at kontrollere, om cellerne var i 
stand til at transskribere og translatere generne korrekt, og om 
proteinerne også blev foldet korrekt. Se figur 1 for resultaterne.
Disse resultater gjorde, at vi fortsatte med at bruge den udlev-
erede protokol til transfektion af celler, da genet tydeligvis blev 
udtrykt. Baseret på overstående billeder har vi estimeret trans-
fektionsraten for dette forsøg til at være omkring 35 %. Dette er 
dog et skøn, idet vi ikke kan tælle cellerne præcist på disse billed-
er. Det var hensigten at gøre brug af dette mikroskop fremover 
til at estimere transfektionsraten, men dette blev forhindret af 
tekniske årsager. Der blev derfor skiftet til et andet mikroskop, 
Leica DM5000 B, som blev brugt fremover.
AFP udtrykket blev målt ved hystereseaktivitetsmåling som be-
skrevet i afsnittet om måling af genudtryk efter transfektion. 
Prøvens smeltepunkt var -0,640°C og den frøs ved -0,970°C. 
Dette giver en termisk hystereseaktivitet på 0,330°C, hvilket 
viser, at der er AFP til stede i prøverne.
Tabel 1: Resultaterne fra pilotforsøget, som er ikke-transfekterede celleprøver 
tilsat kryoprotektanterne glycerol eller DMSO med koncentrationerne 
5 vol% og 10 vol%, samt en kontolprøve tilsat 10 vol% medie.
Figur 1: Her ses billeder af en repræsentativ brønd indeholdende transfek-
terede celler. Billedet til venstre viser brønden med Phase Contrast og grønt 
filter, mens billedet til højre viser samme samling af celler med fluorescenslam-
pen. Fluorescensen på billedet til højre indikerer, at EGFP-plasmidet er 
optaget og bliver udtrykt i cellerne. Billederne er taget med Leica DMIRB 
fluorescensmikroskop, med et Leica CD 300F modul.
Figur 2: Figuren her viser den fulde måling af nedkølingsraten fra start ved 
ca. 20°C til - 50°C.Som det fremgår af figuren, er der forskel i køleraten 
før og efter faseovergang. Da det er i forbindelse med underafkøling og nuk-
leation inden i og udenfor cellerne, at køleraten er interessant, har vi kun 
bestemt den efter faseovergang og ned til -50°C.
Figur 3: Her ses datapunkterne fra vores forsøg, med temperaturen plottet 
som funktion af tiden i minutter. I højre hjørne ses også ligningen for ten-
denslinjen, hvor hældningskoefficienten svarer til køleraten målt i °C/min.
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Efter nedfrysning blev cellerne straks overført til et vippebord 
hvorpå de fik lov til at stå indtil de var tøet op. Alle prøver var 
her pakket ind i sølvpapir for at undgå, at EGFP-proteiner 
bleaches. De nedenstående billeder på figur 2 &3 viser et ek-
sempel på, hvordan de prøver, der over vores forsøgsrække ud-
viste størst fluorescens, så ud efter nedfrysning til -50°C med 
en kølerate på -31,37 °C/min, hvorved vi formodentlig sikrede 
intracellulær isdannelse.    
I disse prøver var der fortyndet ned til en koncentration på 
500.000 celler/ml samt  tilsat 5 vol% glycerol. Der blev målt 
på i alt fire prøver, samt tre kontrolprøver, på denne form, men 
der var stor variation imellem hver enkelt prøve samt indenfor 
kvadranterne. Tabel 2 nedenfor indeholder antallet af celler talt 
for henholdsvis A og B-prøverne, samt den estimerede procent-
del af transfekterede celler.
På grund af den store varians er det svært at sige noget end-
egyldigt ud fra disse resultater. Desuden mislykkedes vores 
kontrolprøve, idet der ikke blev tilsat glycerol til denne, hvilket 
resulterede i, at alle celler var døde i prøverne. Se evt. data på 
den vedlagte CD. Dette betyder, at vi ikke kan vurdere om AFP 
giver øget overlevelsesrate. Efter korrigering for fortynding i de 
prøver, der blev farvet 1:1 med trypanblå, gav tællingerne for 
de to prøver samme cellekoncentration. De resterende resultat-
er kan ses på den vedlagte data-CD. Den forhøjede overlevelse 
Ligeledes har vi målt optøningsraten. Her ønskede vi en lav 
kølerate for at sikre at der opstod  rekrystalisation i vores celler. 
Herunder ses raten for vores celleprøve, målt i vækstmedie, når 
de tør op fra -50°C til stuetemperatur:
Figur 4: Her ses den samlede grafiske fremstilling af datapunkterne for 
medieprøven ved optøning ved stuetemperatur.
Figur 5: Her ses en repræsentativ grafisk opstilling over prøvernes optøn-
ingsrate efter nedfrysning. Som det fremgår af ligningens for tendenslinjen, 
er optøningsraten ca. 19°C/min. Dette betyder, at vi godt kan antage, at 
den eventuelle dannede intracellulære is i prøverne vil rekrystallisere under 
optøning.
Figur 6: Billederne blev taget på et hæmocytometer ved hjælp af et fluorescensmikroskop af typen Leica 
DM5000 B mikroskop, tilsluttet et Leica CTR5000 modul, og et Leica DFC350 FX kamera 
indstillet til fasekontrast. Billede A1 viser tællekammeret ved normalt lys på 210 ms exposion time 
og A2 det tilsvarende ved bestråling af UV-lys med 4 sek exposion. Den samme opstilling for B1 og 
B2  gør sig gældende for billederne til højre, der er blevet målt ved brug af trypanblå i forholdet 1:1.  
Tabel 2: Tabellen viser de opnåede data fra prøve A1-2 og B1-2. Transfek-
tionsraten blev estimeret på baggrund af det samlede antal celler på billedet, 
og ikke inden for tællekammeret. Dette valgte vi at gøre for at have så mange 
celler som muligt. Prøven med trypanblå var fortyndet 1:1 med farven, så 
derfor blev den fundne gennemsnitskoncentration pr. mL ganget med to for 
at få den egentlige koncentration.
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ca. 50-60 %, For at kunne opnå dette har vi gennem alle vores 
transfektioner prøvet at optimere vores transfektionsmetode til 
HEK293 celler. I mellem næsten alle transfektionsforsøg blev 
der ændret løbendende på en parameter, for at kunne identifi-
cere det sted i protokollen, som forhindrede at en succesfuld 
transfektion, som ellers blev udført ved første forsøg.
Den transfektionsprotokol der blev anvendt er oprindeligt op-
timeret til CaCo-2 celler, og ikke til HEK293 celler, som er 
benyttet i dette forsøg. Da HEK293 har andre egenskaber end 
CaCo-2, kan dette have været en af grundene til de manglende 
resultater ved transfektion. Det er muligt, at cellerne har været 
udsat for toksisk stress ved brug af de anvendte koncentrationer 
af plasmider og/eller PEI25. Dette kunne forklare vores enkelt-
stående resultater, hvor vi så en lav transfektionsrate, som be-
skrevet i resultatafsnittet. Denne protokol har før været brugt 
til HEK293 celler med en succesrate på omkring 60 %, hvor-
for at koncentration af DNA og PEI25 sandsynligvis ikke er 
grunden til de manglede resultater (Steffen Jørgensen, personlig 
korrespondance, 2012). Vores egne indledende transfektionsfor-
søg viste også en relativt høj grad af transfektion, hvilket tyder 
på, at det ikke er her, fejlen findes. Der blev skiftet plasmid-
stockopløsning mellem den første succesfulde transfektion og 
de efterfølgende forsøg. En kontrolskæring viste dog, at plas-
miderne var oprenset korrekt, så det har sandsynligvis ikke haft 
nogen betydning.
En af de parametre, som blev forsøgt ændret i transfek-
tionsprotokollen, var anvendelsen af vækstmedie, DMEM, 
tilsat føtalt kalveserum og pen/strep kontra vækstmedie uden 
tilsætning af disse. Ved brug af vækstmedie med antibiotika un-
dgås bakteriel kontaminering af cellerne, men ifølge visse kilder 
kan brugen af antibiotikum have en negativ effekt på transfek-
tionsraten, og fører til øget cytotoksitet [12]. På den anden side 
er der også rapporteret at antibiotikaen ikke har noget indfly-
delse på cellerne [13].
De resultater vi har fået har været med pen/strep tilsat, så 
umiddelbart lader det ikke til, at dette har haft en effekt på 
tranfektionsraten for vores vedkommende. Det lykkedes os dog 
ikke at opnå resultater med medie uden serum og pen/strep, 
muligvis fordi trypsinen ikke blev inaktiveret af serummet[14]. 
Vi observerede en desuden en ændring i cellernes morfologi, 
som kan tyde at de har taget skade af behandlingen, hvor serum 
og pen/strep ikke blev brugt.
En af de muligheder, som har været diskuteret, har været bru-
gen af Ringer-medie. Ved at bruge Ringer-medie, som kun in-
deholder forskellige salte i bestemte koncentrationer og ikke no-
gen andre tilsætningsstoffer, kunne det være muligt at eliminere 
nogle af de potentielle faktorer, som kunne have en effekt på 
vores forsøg. Transfektionen vil dog stadig skulle udføres med 
DMEM-medie, idet dette medie indeholder næringsstoffer og 
antibiotikum, der er essentielt for cellerne og forhindrer kon-
taminering. Når de transfekterede celler høstes, ville det være 
nødvendigt at spinne cellerne ned, og udskifte vækstmediet med 
Ringer-medie, som cellerne opløses i. Herefter udføres fryse-
protokollen . Brugen af Ringer-medie i stedet for vækstmedie i 
fryseprotokollen kunne potentielt ændre nukleationsmønsteret i 
prøven under nedfrysning. For at fastslå, hvorvidt det ville have 
en positiv eller negativ indflydelse på de transfekterede cellers 
overlevelse, er yderligere forsøg påkrævet.
Den form for AFP vi bruger, virker i insekter i naturen ved 
at beskytte disses celler mod intracellulær isdannelse og rekrys-
tallisering, og er før blevet brugt ekstracellulært med A6 celler 
for at forhindre kryoskader [15]. Det er dog uvist, om brugen 
af AFP fra Rhagium mordax intracellulært kan yde en beskyt-
tende effekt på HEK293 celler ved nedfrysning. Da det ikke er 
lykkedes os at producere entydige resultater, har vi ikke været i 
stand til at diskutere noget angående AFP’s intracellulære vir-
kning på HEK293 celler.
For at sikre, at vores kontrolprøver havde en målbar overlev-
else, blev alle prøver tilføjet 5 vol% glycerol på baggrund af et 
pilotforsøg. Overlevelsen hos de ikke-transfekterede celler var 
nødvendig at måle for at kunne sige noget om forholdet mellem 
hos de transfekterede celler i forhold til de ikke-transfekterede 
celler betyder, at det enten er glycerol eller AFP i de transfek-
terede celler, der er årsagen til den observerede overlevelse. For 
at kunne sige noget endegyldigt om, hvorvidt det skyldtes den 
ene eller den anden, ville det have været nødvendigt at også un-
dersøge fluorescensprocent inden nedfrysningen, hvilket vi ikke 
fik gjort.
Undervejs i forløbet blev der prøvet at reproducere disse data, 
men med en højere cellekoncentration på omkring 1.000.000 
celler/ml for at opnå større statistisk sikkerhed i prøverne. I no-
gle tilfælde nåede vi ikke op på den korrekte cellekoncentration, 
og vi oplevede også i høj grad problemer med at opnå en suc-
cesfuld transfektion. Dette er baseret på, at vi ikke kunne kon-
statere EGFP-udtryk i cellerne før fryseprotokollens udførelse, 
og vi derfor valgte ikke at gå videre.
Plasmider
For at kontrollere, at plasmiderne var blevet oprenset ordentligt 
og ikke indeholdte genomisk DNA, blev der foretaget en 
kontrolskæring af henholdsvis AFP- og EGFP-plasmiderne. 
Dette blev gjort både ved første oprensning, hvor vi brugte 
et Midiprep, og efter anden oprensning, hvor vi brugte Max-
iprep. Efter tilsætning af restriktionsenzymerne står prøverne i 
1 time ved 37°C. 4 µl 6x loading dye tilsættes, og 15 µl af prøven 
tilføres til en brønd på en 1 % agarosegel sammen med 8 µl af en 
low range markør. Gelen kører i en time ved 110 V.
Ud fra de ovenstående kontrolskæringer kunne vi observere, at i 
EGFP-banen ligger der et bånd på 780 bp, som svarer til EGFP 
genet, samt et bånd på 5075 bp, som repræsentere det resterende 
plasmid. I AFP-banen ses et bånd på 480 bp for AFP-genet og 
det øvrige bånd med det resterende plasmid på 4298 bp, hvilket 
er i overensstemmelse med hvad vi ville forvente efter skæring 
af korrekt oprensede plasmider. EGFP-plasmidet blev skåret 
med EcoRI og NotI, og AFP-plasmidet blev skåret med EcoRI 
og HindIII. Plasmidkort kan findes i bilag 2.
dIskussIon
Grundet problemer med vores transfektionsprotokol opnåede 
vi ikke at få nogen reproducerbare resultater med denne fryse-
protokollen. Det lykkedes os ikke endegyldigt at isolere prob-
lemet, men mulige parametre, som kan have haft en betydning, 
er beskrevet i de følgende afsnit. På grund af tidspres har det 
ikke været muligt at teste dem eksperimentelt, og det vil derfor 
kræve yderligere forsøg at efterprøve, hvorvidt et af disse para-
metre er årsagen til den manglende succes.
De udførte forsøg stilede vi efter at opnå en cellekoncentra-
tion på over 1.000.000 celler/mL med en transfektionsrate på 
Figur 7: På det venstre billede ses kontrolskæringen for oprensningen efter 
brug af midiprep’et, mens det højre billede viser kontrolskæringen for opren-
sningen med maxiprep’et. Markøren var en low range marker, hvor båndene 
svarer til 1.500, 850, 400, 200, 50 bp.
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transfektion, på trods af at EGFP ikke udtrykkes.
En anden mulighed, som kunne have sikret tilstedeværelsen 
af begge gener samtidig efter transfektion, ville være at have 
begge gener på samme plasmid. Det ville sikre, at begge pro-
teiner blev udtrykt i cellerne, og dermed gøre os i stand til med 
sikkerhed at måle AFP ud fra GFP. Dette kan dog potentielt 
indebære komplikationer da promoterne ikke altid kan udtrykke 
de indsatte gener i samme grad og de to gener ved en evt. fu-
sionering kan potentielt hæmme hinanden (Steffen Jørgensen, 
personlig korrespondance 2012 ). Bennet et al. (1998) udviklede 
et system hvor de fusionerede zeocin, en selektionsmarkør, med 
EGFP og derved fik en høj transfektionsrate. Hvis denne proce-
dure var taget brug ved fusionering  af AFP samme med EGFP 
ville det have medført en høj transfektionsrate, og øget udtryk 
af vores ønskede protein, AFP som det er set i prokayoter [15]. 
En fusion er dog ikke altid en ønsket løsning, da det ikke er 
sikkert at ens ønskede gen vil blive udtrykt i samme grad som 
AFP kan sammen med EGFP. En fusion vil også kræve ekstra 
arbejde, og besværliggøre den ellers simple- og let implementer-
ende metode. 
Efter transfektionen af cellerne, inkuberede vi, ved forskel-
lige forsøg, cellerne henholdsvis i 24 og 48 timer ved 37 °C i 
5 % CO2. Efter orientering fra vores laborant Mette Juul Ris-
ager blev vi gjort opmærksom på, at PEI25 tidligere har vist 
sig at være toksisk for cellerne ved længerevarende eksponering. 
Huh et al. 2007 så dog ingen komplikationer efter 48 timers 
eksponering og det var også ved denne eksponeringstid, at vi 
opnåede de egentlig resultater med den lave transfektionsrate. 
Andet litteratur viste, at PEI25 sammen med plasmider kun bør 
være tilsat i 4-24 timer, hvorpå der bør skiftes til vækstmedie 
[13,15-18]. Derfor ville det være en oplagt idé at teste toksic-
iteten af PEI25 i den koncentration, vi bruger, over forskellige 
tidsrum. På den måde ville det være muligt at undersøge for evt. 
celledød forårsaget af PEI25, og at nedsætte eksponeringstiden, 
hvis dødeligheden efter eksponering var for høj. Dette ville 
hjælpe til en egentlig optimering af en transfektionsprotokollen 
til HEK293 celler.
Hvis det viser sig, at PEI25 ikke har nogen toksisk effekt på 
cellerne, er medieskift efter 4-24 timer unødvendigt, hvilket 
simplificerer processen.
Til optælling af cellerne blev der brugt et hæmocytometer. 
Denne metode giver et estimat af antallet af celler per mL, og 
giver ikke et endegyldigt tal for det præcise antal celler, da der 
kun udtages en stikprøve. Desuden er der risiko for variation 
afhængigt af, hvem der tæller cellerne. For at måle den præcise 
cellekoncentration havde det været nødvendigt at bruge mere 
avancerede metoder, såsom et flowcytometer, der er en anerk-
endt metode hvorpå fluorescerende celler kan bliver sorteret fra 
ikke-fluorescerende celler [10]. Vi testede, om det var muligt at 
bruge en Coulter Counter til at måle den præcise cellekoncen-
tration og eliminere usikkerheder som følge af brugerfejl, men 
denne metode var ikke brugbar til vores forsøg. Coulter Coun-
teren er i stand til at måle cellestørrelse og på den måde kende 
forskel på døde og levende celler, udfra den antagelse at døde 
(og dermed lyserede) celler bliver mindre.  Det lod sig dog ikke 
gøre, idet ikke alle af de HEK293 celler, vi arbejdede med, blev 
betydeligt mindre, når de døde. I stedet for at lysere granulerede 
en stor del af cellerne blot, og beholdt derfor deres volumen. 
Dette betød, at Coulter Counteren talte dem som levende, når 
de i realiteten var døde, og derfor valgte vi ikke at bruge denne 
metoder yderligere.
Vores fryseprotokol sigter efter at teste, hvorvidt om AFP fra 
Rhagium mordax beskytter HEK293 celler mod fryseskader un-
der nedfrysning ved at forhindre rekrystallisering. De fleste 
thermal history-optimerede protokoller bruger udstyr såsom 
Sigma-Aldrich® Mr. Frosty, og har til formål at optimere over-
levelsen. Det sker blandt andet ved at undgå rekrystallisering.
Vores metode er anderledes i den forstand, at vi ønsker en lav 
overlevelsesrate for de celler, der ikke er blevet transfekterede 
og herved udtrykker AFP. Rekrystalliseringen, der forekommer 
efter den intracellulære isdannelse, der under forsøget induceres 
af den høje kølerate, bør slå de ikke-transfekterede celler ihjel. 
overlevelsesraterne hos de transfekterede og de ikke-transfek-
terede celler. I pilotforsøget testede vi henholdsvis 5 og 10 vol% 
af DMSO og glycerol, hvor prøver med 5 % glycerol gav det 
tilfredsstillende resultat, med en overlevelsesrate på 20-32 % i 
de tre prøver som vi prøvede at stræbe efter.
Glycerol er i sig selv toksisk for cellerne ved høje koncentra-
tioner [6]. Inden forsøget burde der derfor have været udført 
separate forsøg for at sikre, at 5 vol% glycerol i prøverne ikke 
har en skadelig effekt på cellerne, og eventuelt bestemme graden 
af toksicitet.
Plasmiderne i sig selv kan ifølge Huh et al. (2007) også være tok-
siske for cellerne ved at overstige koncentrationer over 2-3 µg/
µL når der blev anvendt et nitrogen,PEI, og fosfat, DNA, N/F 
forhold i ration på 40. Især dette forhold har en stor betydn-
ing for hvor effektivt og cytotoksisk transfektion er ved brug af 
PEI sammen med ens DNA [13]. Derfor havde det været nær-
liggende at undersøge, i hvor høj grad cellerne blev påvirket af 
plasmiderne alene. Huh et al. har i 2007 undersøgt plasmidernes 
toksiske effekt på en HEK293T, der er en variant af vores cel-
lelinje. De observerede i deres forsøg, at plasmider i koncen-
trationer over 3 μg/μL i sig selv kunne være toksiske overfor 
cellerne, hvis forholdet mellem PEI og DNA blev forskudt fra 
det optimale.
Selvom denne celletype ikke er identisk med vores, er det 
muligt at det kan forklare de observationer vi selv har gjort.
Vores plasmidkoncentrationer har været ændret i løbet af for-
søgrækken. De indledende forsøg, hvor vi nøjedes med at kigge 
på om cellerne udtrykte proteinerne, viste en relativt høj grad af 
transfektion med en lille mængde plasmid. Da vores transfek-
tion efterfølgende ikke lykkedes, forsøgte vi at øge mængden af 
plasmid for at se, om det havde en positiv effekt på resultaterne. 
Dette viste sig i første forsøg efter ændringen at være tilfældet. 
Dog har det ikke været muligt for os at reproducere observa-
tionerne i forhold til mængden af plasmid. Da transfektionen 
tidligere har været succesfuld med den plasmidkoncentration, 
der var angivet i protokollen, kan denne parameter ikke være 
hele grunden til, at protokollen efterfølgende ikke har virket. Vi 
så imidlertid en forbedring i transfektionsraten med en højere 
plasmidkoncentration. Dette kunne tyde på, at en justering af 
plasmidkoncentrationen kunne være en af flere bidragende fak-
torer i forhold til den manglende transfektion. Det vil dog kræve 
yderligere undersøgelser at vise, om dette er tilfældet, og vi kan 
derfor ikke konkludere noget på nuværende tidspunkt.
PEI25 blev udvalgt, da den indgik i den transfektionsprotokol, 
vi brugte til forsøget. Forklaringen på den manglende transfek-
tion kunne til dels skyldes denne vektor. For at eliminere denne 
fejl, kunne man udføre forsøg med en anden transfektionsvek-
tor, som for eksempel Lipofectamine™2000, for at sikre sig, at 
det ikke var PEI25, der var årsag til den manglede observation 
af transfekterede celler der udtrykkede de tilsætte plasmider af 
AFP og EGFP.
Betænkelighederne ved gøre brug af PEI25 skyldes at der er 
blevet observeret høj cytotoksisk effekt på forskellige cellelinjer, 
dog i langt mindre grad i HEK293T celler og derved kan det 
tænkes at HEK293 celler også kun ville opleve en mindre cy-
totoksisk effekt [13]. PEI ved højere molekylærvægt, end de 25 
kDa vi gør brug, resulterede i en højere transfektionsrate på be-
kostning af en højere cytotoksisk effekt [13]. Det er derfor svært 
at sige noget endegyldigt omkring PEIs toksistet i HEK293 
celler da der endnu ikke er en overensstemmelse i litteraturen 
omkring optimeringen af PEI25 i disse celler.     
I plasmidblandingen indgik samme mængde AFP og EGFP, da 
det antages, at begge plasmider har lige stor sandsynlighed for 
at blive optaget og udtrykt i cellerne. Denne antagelse holder 
dog ikke nødvendigvis stik; det er muligt, at det er nemmere 
for HEK293 at optage det ene plasmid end det andet. Dette 
er, ifølge vores orientering, endnu ikke blevet undersøgt. Det 
betyder, at selvom vi ikke har kunnet måle fluorescens, kan cel-
lerne stadig have optaget AFP-plasmidet. For at tjekke, om AFP 
udtrykkes i cellerne, kunne man have anvendt en hysterese-
måling til  at bestemme, hvorvidt AFP udtrykket i cellerne efter 
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med forsøgte med transfektionsraten på de 20-30 %. Disse pa-
rameter indbefattede udskiftning af vækstmedie med serum-og 
antibiotikumfrit medie, varierende plasmid koncentration, ud-
skiftning af transfektionsmediet efter 24 timer og minimal lys-
eksponering af de transfekterede celler.
Trods de mange forsøg der ikke viste noget udtryk af AFP og 
EGFP plasmiderne er det højst tænkeligt at ved en vellykket 
transfektion kan lede til udfærdigelse af en egentlig frysepro-
tokol til at brug at bruge AFP som en selektionsmarkør. Deru-
dover er perspektiverne for at bruge AFP, hvis det viser sig at 
kunne beskytte mod kryoskader forårsaget af hurtig nedkøling, 
er vidtrækkende. Derfor er emnet stadig yderst spændende, og 
der er stadig mange uudforskede aspekter som kan føre til in-
dustriel benyttelsen.
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Dette er under antagelsen, at de transfekterede celler beskyttes 
af AFP under nedfrysning og optøning, som set hos Raymond 
et. al. (2008).
Da transfektionen ikke bar nogen success mere ud over det en-
kelte forsøg, har vi ikke været i stand til at udføre nogen kon-
kludrende forsøg med vores fryseprotokol. Det er derfor nød-
vendigt at optimere transfektionsprotokollen, inden en egentlig 
fryseprotokollen kan udføres.
Mange af de potentielle fejlkilder kunne muligvis være undgået, 
hvis der fra starten var brugt permanent transfektion. Dette 
ville have gjort forsøget mindre relevant, idet der i forvejen 
findes metoder til at selektere permanent transfekterede celler. 
Et eksempel er selektion ved hjælp af resistensgener, såsom neo-
mycin [5]. Metoder med resistensgener er dog ikke egnede til 
kortvarige transfektioner, idet det tager lang tid, før selekter-
ingen er udført - ofte en måned eller mere [2-4]. Selektering 
af kortvarige transfekterede celler tager ved nedfrysning kun et 
par timer.
Hvis det havde lykkedes os at påvise AFPs evne til at besky-
tte celler intracellulært mod kryoskader ved hurtig nedkøling, 
ville perspektiverne være vidtrækkende. Vores primære formål 
var som tidligere nævnt at lægge grundstenen til udvikling af 
en selektionsprotokol for kortvarigt transfekterede celler, hvor 
AFP ville fungere som selektionsmarkør. Denne selektering 
ville udgøre et nemt og billigt alternativ til andre selektionspro-
tokoller, idet det for de fleste laboratoriers vedkommende ikke 
ville være nødvendigt med ekstraudgifter til specielle materialer. 
Desuden ville protokollen kunne bruges til effektivt at selektere 
kortvarigt transfekterede celler inden for en kortere tidsramme 
end det er muligt i dag. De protokoller, man bruger nu, udnyt-
ter resistensgener som selektionsmarkører, og selektion kræver 
derfor at man opgror cellekulturer med de ønskede gener. Dette 
kan tage uger, mens en selektion ved hjælp af vores protokol an-
tageligt ville kunne gennemføres på få timer. Udviklingen af en 
sådan protokol kunne lette arbejdet i forbindelse med selekter-
ing af kortvarigt transfekterede celler, og give sikrere resultater 
i de forsøg, de transfekterede celler efterfølgende skulle bruges 
til.
Udover selektering har påvisning af AFPs evne til at beskytte 
mod intracellulære kryoskader også andre perspektiver. Ek-
sempelvis kunne man forestille sig, at AFP kunne udnyttes in-
den for fødevareindustrien til at beskytte førevareemner mod 
fryseskader. Andre mulige perspektiver kunne være kryoper-
spektivering af hele organer, som ville muliggøre eksempelvis 
transport af donororganer over store afstande. Det er vores 
overbevisning, at selv om vi ikke har opnået resultater, så er der 
stadig et stort potentiale inden for emnet, og dermed incitament 
til at fortsætte forskningen inden for denne del af kryobiologien.
konklusIon
Ud fra pilotforsøget kan vi konkludere, at ved brug af vores 
fryseprotokol har de ikke-transfekterede celler den ønskede 
overlevelsesrate ved brug af 5 vol% glycerol i celleopløsningen - 
en overlevelsesprocent i intervallet på 20 % - 32 %.
For at kunne udføre vores fryseprotokol, var vi nødt til at ud-
føre en transfektion. Transfektionen var kun succesfuld ved et 
af forsøgene som resulterede i en transfektionsrate på 20-30 %, 
desværre kunne dette resultat ikke eftervises i følgende gange og 
der ikke blev målt fluorescens inden nedfrysning. Vi kunne ikke 
få udtrykt vores ønskede AFP og EGFP proteiner i cellerne.
Med de få resultater er det svært at sige noget omkring vores 
fryseprotokol, og derfor blev der ikke opnået nogen konkluder-
ende resultater med transfekterede celler.
For at få konkluderbare resultater, er en optimering af trans-
fektionsprotokollen nødvendig, da det var ved dennes udførelse 
der forhindrede den egentlige udførelse af fryseprotokollen. 
Undervejs afprøvede vi at ændre forskellige parameter for at 
kunne opnå resultater der var i nogenlunde overenstemmelse 
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[1] - CELLELINJE
HEK293 cellelinjen stammer tilbage fra 1970’erne, hvor humane embryonale nyreceller blev udsat for adenovirus type 5 
DNA-fragmenter, som blev inkorporeret i HEK293 cellerens genomiske DNA. Denne ændring gør cellerne i stand til at 
replikere sig, på trods af  høj konfluensgrad, hvilket igen gør dem istand til at danne flere lag i vækstflasken [1]
[2] - PLASMIDER
Plasmidvektorene, der blev brugt til forsøget, er fra AddGene og vores AFP vektor er af  typen pCMV-Tag4A. De restrik-
tionsenzymer, der blev brugt til at skære plasmidet og indsætte AFP, var fra NdeI og HindIII. 
Efter AFP-genet, på plasmidet, findes koden for en polyA-hale, som sørger for at mRNAet, som skal oversættes til det 
færdige protein, ikke nedbrydes på vejen til ribosomet. Da polyA-halen sidder efter stop-codon’et for vores AFP gen er 
polyAhalen derfor ikke at finde på selve vores AFP der er af  typen MKHHHHHHHMQ-AFP.
CMV-promoteren anvendes i dette plasmid, da denne giver høj, kontinuerlig ekspression. Der blevet indsat et resistensgen 
overfor de celletoksiske stoffer neomycin og blasticin. På denne måde kan man selektere for de celler, der er transfek-
terede. Det er dog ikke udnyttet i dette projekt.
Vektoren med GFP blev overdraget fra Cathy Mitchelmores laboratorium på Roskilde Universitet. Denne vektor inde-
holdte også en konstitutiv CMV-promotor, der sørgede for at transkriptionen af  AFP-genet blev igangsat.
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[3] - NEDFRYSNING AF CELLER
Nedfrysning af  celler og andre biologiske systemer som væv og hele organer har længe været et interessant forskning-
sområde. Kryobiologi, som det også kaldes, er derfor et område i konstant udvikling, og applikationerne for den øgede 
viden om cellers evne til at beskytte sig mod frostskader bliver mere og mere vidtgående. Indtil nu har en stor del af  
forskningens fokus været på at bevare cellerne under frysning og at kunne tø dem op, uden at cellerne tager skade. Vores 
projekts fokus er derimod anderledes; nemlig at udnytte de egenskaber, som nogle organismer har tilegnet sig i forhold til 
at beskytte sig imod nedfrysningsskader. Nærmere bestemt håber vi at kunne benytte antifryseprotein fra billen Rhagium 
mordax til at selektere mellem transfekterede celler og ikke-transfekterede celler i blanding ved at fryse dem ned. Formålet 
med afsnittet her er at beskrive de mekanismer, der påvirker celler i opløsning under nedfrysning.
De parametre, der har indflydelse på cellerne under nedfrysningen, kaldes med en samlet betegnelse for prøvens ”Ther-
mal history” [2]. I det følgende afsnit vil vi gennemgå de parametre, som indgår heri, og som danner sammenlignings-
grundlaget mellem de forskellige tilgængelige kryoprotokoller.
[3.1] - THERMAL HISTORY
Der er basalt set fire aspekter af  en kryopræserveringsprotokol, som er mulige at justere for at opnå højere overlevelse 
(eller, i vores tilfælde, lavere overlevelse). De præsenteres kort her, og deres respektive konsekvenser gennemgås nærmere 
i efterfølgende afsnit. De fire parametre er:
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[3.1.1] - NEDKØLINGSRATEN
Nedkølingsraten er afgørende for, om der sker mekaniske/toksiske skader på cellen, om der dannes potentielt skadelig 
intracellulær is og om cellen kan nå at udligne det osmotiske tryk uden at dehydrere [3, 4]). På figur 8 ses sammenhængen 
mellem nedkølingsrate og celleviabilitet efter optøning.
Vi har i dette projekt forsøgt at fokusere på at få en høj kølerate, og dermed inducere intracellulær isdannelse og 
forhåbentligt følgende rekrystallisering. Det skyldes, at det er den intracellulære is og rekrystalliseringen, som AFP mod-
virker effekterne af  [5]. De skadelige effekter, som en for høj eller for lav kølerate kan medføre, gennemgås i afsnittene 
om intra- og ekstracellulær isdannelse.
[3.1.2] - OPTØNINGSRATEN
Optøningsraten har betydning for, hvorvidt og i hvor høj grad rekrystallisering forekommer. En lav optøningsrate vil 
betyde, at iskrystallerne har mulighed for at reducere deres frie energi ved at vokse sammen til større krystaller under 
optøning – de rekrystalliserer [6]. Da der skal meget høje optøningsrater til for at undgå rekrystallisering, og vi i dette 
projekt i høj grad ønsker rekrystallisering under optøning, har vi ikke gjort en indsats for at opnå en høj optøningsrate. Vi 
har dog målt optøningsraten. Resultater herfra ses på figur 4 & 5. Rekrystallisering og hvorfor det er ønskværdigt for os 
forklares nærmere i afsnittet herom.
[3.1.3] - OPBEVARINGSTEMPTERATUREN
Den temperatur, som man opbevarer sine frosne celler ved, kan have en betydning for overlevelsen. Når en prøve er fros-
set ned til en given temperatur er isen ikke statisk, med mindre man når en temperatur på 0 °K. Derfor sker der konstant 
ændringer i isens konformation, også selv om temperaturen er konstant [6]. Jo lavere temperatur man opbevarer ved, jo 
lavere grad af  rekrystallisering vil der forekomme under opbevaring. Denne parameter er dog ikke af  særlig interesse for 
os, idet vi optør vores celler umiddelbart efter nedfrysning.
[3.1.4] - OPBEVARINGSTIDEN
Opbevaringstiden er knyttet tæt sammen med opbevaringstemperaturen. Jo længere tid cellerne opbevares ved en given 
temperatur, jo større er sandsynligheden for rekrystallisering. Igen har vi ikke nogen særlig interesse i denne parameter, da 
vi ikke opbevarer vores prøver efter nedfrysning.
De fleste thermal history-optimerede protokoller har til formål at optimere overlevelsen, og derfor blandt andet at undgå 
Figur 8: Figuren viser sammenhængen mellem kryoskader forårsaget af  henholdsvis hurtig og langsom nedkøling og cellers viabilitet efter optøning. Den optimale kølerate i forhold til 
at få en høj procentdel af  overlevende celler ligger imellem de to kurver for kryoskader ved langsom og hurtig nedkøling. Vi ønsker en kølerate, der ligger i det markerede område, for 
at få så høj grad af  intracellulær isdannelse og rekrystallisering som muligt med ca. 10-20 % overlevelse til følge. Figur modificeret fra [3].
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rekrystallisering. Vores er anderledes i den forstand, at vi ønsker en lav overlevelsesrate for de celler, der ikke er blevet 
manipulerede og dermed udtrykker AFP. Dog er det nødvendigt for os at have en hvis grad af  overlevelse, og derfor har 
vi valgt at teste vores protokol med forskellige koncentrationer af  kryoprotektanter for at se, hvilken kryoprotektant og 
hvilken koncentration, der gav et brugbart resultat. De udvalgte kryoprotektanter præsenteres under ”Værn mod frys-
eskader”, hvor vi også vil introducere AFP. Først vil vi dog uddybe, hvordan celler påvirkes under nedfrysning og optøn-
ing, og hvilke konsekvenser det kan have for cellens viabilitet.
[4] - CELLER OG KRYOSKADER
Celler består af  store dele vand, og i mindre grad af  forskellige salte og proteiner i opløsning. Det betyder, at celler under 
nedfrysning ikke alene risikerer at blive udsat for ekstracellulær isdannelse, som kan stresse cellen voldsomt, men også at 
cellen risikerer at fryse intracellulært. Fra den fysiske kemi er det kendt, at solutter i en opløsning sænker smeltepunktet 
af  den pågældende opløsning, i forhold til smeltepunktet for det rene solvent [7]. Generelt siger man, at smeltepunktet 
sænkes med 1,86 °C per osmolal solut [8]. Dog er koncentrationen af  solutter i form af  proteiner og salte i celler så lav, at 
smeltepunktet kun sænkes få grader fra 0 °C [7]. Det betyder, at man tilnærmelsesvis kan antage, at når den ekstracellulære 
væske i en opløsning er ved frysepunktet, så er cellernes indre det også. Desuden er der ved flere forsøg set eksempler på, 
at ekstracellulær isdannelse øger tendensen til intracellulær isdannelse. Dog er der endnu ikke nogen entydig forklaring 
på, hvorfor dette er tilfældet [3]. Herunder beskriver vi, hvilken effekt isdannelse og andre nedfrysningsfænomener har 
på cellernes viabilitet efter optøning.
[4.1] - NUKLEATION OG ISDANNELSE
Ved nedfrysning af  celler skelnes der mellem to former af  isdannelse; intra- og ekstracellulær isdannelse som begge kan 
have skadelige konsekvenser for celler.
Dannelse af  iskrystaller foregår mere eller mindre tilfældigt. For at en iskrystal skal dannes, kræver det, at et bestemt antal 
vandmolekyler ensretter sig og hydrogenbindes i en gitterstruktur på samme tid. Et sådant kim til en krystal kaldes også et 
isembryon [8]. Den mængde vandmolekyler, der skal til for at danne et nukleerende isembryon, kaldes den kritiske stør-
relse og varierer med temperaturen; jo lavere temperatur, jo færre vandmolekyler skal der til, før der dannes et blivende 
isembryon. Et eksempel, der viser dette, er dannelsen af  iskrystaller i rent vand - også kaldet homogen nukleation. Ved 
homogen nukleation ved - 5 °C er den kritiske størrelse omkring 45000 vandmolekyler, mens den ved -40 °C er kun 70 
vandmolekyler. Sandsynligheden for, at den kritiske størrelse opnåes, er altså langt højere ved -40 °C end ved -5 °C [7].
Den kritiske størrelse på isembryonet bestemmes af  molekylets tendens til at reducere den frie energi, eftersom det er 
energimæssigt mest favorabelt. Når et isembryon dannes, påvirkes det af  to kræfter; en, der får det til at vokse, og en, der 
får det til at svinde. Kræften, som får det til at svinde, drives af  det faktum, at et stort molekyle vil have en stor mængde 
fri energi [8]. Altså vil det, set ud fra et termodynamisk synspunkt, være favorabelt at blive mindre og til sidst forsvinde. 
På den anden side kan den frie energi i et relativt lille embryon også mindskes ved, at embryonet forøger ratioen mellem 
dets overfladeareal og dets volumen - altså ved at det vokser. Det fremgår altså, at to modsatrettede kræfter påvirker isem-
bryonets udvikling fra dannelsesøjeblikket. Den kritiske størrelse kan defineres termodynamisk som den størrelse, hvor 
de to kræfter er lige store og modsatrettede, og hvor molekylet altså lige nøjagtig hverken svinder eller vokser. Alt herover 
vil vokse, og alt herunder vil forsvinde som følge af  de respektive kræfter [8].
Miljøet i og omkring cellerne er dog ikke homogent. Der findes, som nævnt, solutter i form af  blandt andet salte og pro-
teiner i væsken, og derfor er den nukleation, som foregår, heterogen. Det vil sige, at nukleationen foregår ud fra en såkaldt 
nukleator. En nukleator kan være en urenhed i væsken, en ujævnhed i cellemembranen eller andet, som giver anledning 
til dannelse af  is. Når nukleatorer er til stedet i en opløsning, vil sandsynligheden for isdannelse være større, end hvis der 
havde været tale om en homogen opløsning, og dermed sker nukleationen spontant ved højere temperaturer [7]. I nogle 
tilfælde tilsættes der eksterne nukleatorer til den prøve, man gerne vil fryse ned. Det gør man ofte for at kunne kontrollere 
den temperatur, hvorved isen dannes ekstracellulært, og dermed muligvis forbygge kryoskader som følger af  det øgede 
stress, cellen er udsat for ved øget underafkøling. For at undgå dette stress er tidlig nukleation vigtig. Et eksempel på brug 
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af  eksterne nukleatorer er Seki og Mazur (2008), som brugte en bakterie kommercielt kaldet Shomax (Pseudomanas syringii) 
til at styre nukleationen, for at kunne måle forskellige parametre i forbindelse med rekrystallisering.
Rekrystalliseringsprincippet vender vi tilbage til, men først vil vi beskæftige os med potentielle kryoskader ved nedfrysn-
ing.
[4.1.1] - EKSTRACELLULÆR ISDANNELSE
Når cellerne fryses, er det første, der fryser, væsken i det ekstracellulære miljø [4]. Ekstracellulær is i sig selv har umiddel-
bart ikke en dødelig effekt på celler, selv om mekaniske skader (huller i cellemembranen forårsaget direkte af  iskrystaller) 
kan være en faktor i forhold til viabilitet efter optøning. Til gengæld har ekstracellulær isdannelse nogle andre følger, 
som kan have fatal indvirkning på cellen. Dette gælder specielt ved nedfrysning med meget lave temperaturer [4]. Når 
der dannes ekstracellulær is, består iskrystallerne udelukkende af  vandmolekyler. De solutter, der findes i opløsning i 
det ekstracellulære miljø, bliver derfor ekskluderet, og koncentrationen af  dem i miljøet omkring cellerne bliver højere. 
Dette gælder dog ikke, hvis man benytter meget høje kølerater, eller hvis koncentrationen af  solutterne bliver så høj, at de 
begynder at udfældes og sætter sig i isen. Under normale omstændigheder resulterer opkoncentreringen af  solutter i det 
ekstracellulære miljø i et osmotisk tryk, som driver vand ud af  cellerne for at modsvare koncentrationsgradienten mellem 
det intra- og ekstracellulære miljø [6]. Ved langsom nedkøling fungerer denne mekanisme som en form for værn imod 
fryseskader, idet koncentrationen af  solutter inde i cellen bliver tilsvarende høj, når vandet løber ud. Når koncentrationen 
stiger inde i cellen, sænkes den intracellulære væskes smeltepunkt. Dette betyder, at væsken går fra at være underafkølet 
med høj sandsynlighed for intracellulær nukleation til at være på grænsen til, eller i det mindste mindre, underafkølet. På 
den måde sænkes sandsynligheden for intracellulær isdannelse [4].
For lav kølerate kan dog også skade cellen. Præcis hvordan mekanismerne bag skaderne her virker er ikke afklaret, men 
der er fremsat en række hypoteser; proteiner i cellen kan denaturere på grund af  dehydrering, og hvis cellen ikke bringes 
ned til en temperatur med spontan nukleation hurtigt nok, vil den på grund af  ekstracellulær is miste alt sit vand og dehy-
drere, hvilket kan medføre skader på cellemembranen. Mange af  cellens proteiner sidder indlejret i cellemembranen, og 
hvis der sker noget med dem, har cellen ikke mulighed for at overleve. En anden faktor er, at en opkoncentration af  solut-
ter i cellen kan have en toksisk effekt over et hvis stykke tid. Endnu en hypotese siger, at dehydrering af  cellen vil føre til 
at cellen skrumper. For at membranen ikke umiddelbart skal lide stress, afgives en del af  membranen i form af  vesikler til 
enten det ekstra- eller intracellulære miljø. Når opløsningen igen hydreres, eksempelvis under opvarmning, vil cellen have 
samme solutkoncentration med mindre volumen, og derfor vil den blive udsat for en voldsomt osmotisk stress. Dette 
fører til, at cellen lyserer, og dermed går til grunde [4]. Det er altså vigtigt, at man finder en kølerate, der ikke er for lav, 
hvis man er interesseret i at bevare sine celler. Det er dog ikke den mekanisme, som vores projekt forsøger at udnytte; vi 
forsøger i dette projekt at udnytte dannelsen af  iskrystaller intracellulært.
[4.1.2] - INTRACELLULÆR ISDANNELSE
Intracellulær isdannelse er meget skadeligt for cellen. Ved intracellulær isdannelse er cellens organeller og membraner i 
direkte kontakt med iskrystallerne. Dette er grunden til, at intracellulær isdannelse næsten altid fører til celledød [4]. In-
tracellulær isdannelse forekommer hovedsageligt ved høje kølerater. Den mest brugte hypotese omkring dette fænomen 
er, at den skyldes at cellerne ikke kan transportere vandet ud til det ekstracellulære miljø hurtigt nok, og at vandet derfor 
fryser inden i cellen. Cellemembranen i sig selv forhindrer vandtransport, da den er stærkt hydrofob. Dog findes der i cel-
lemembranen kanaler, som vandet kan diffundere igennem - såkaldte aquaporiner. Antallet af  aquaporiner varierer meget 
efter celletype, og derfor er den kølerate, man bør fryse ved for at undgå intracellulær isdannelse, også celletypeafhængig 
[3]. Figuren herunder illustrerer effekten af  henholdsvis hurtig og langsom nedkøling.
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Den intracellulære isdannelse forekommer mellem -5 og -40 °C, men er dog mest sandsynlig fra -15 til -40 °C. Dette sky-
ldes, at det intracellulære miljø ikke er i kontakt med eksterne nukleatorer i form af  urenheder fra opløsningen, iskrystaller 
fra luften eller eventuelle tilsatte nukleatorer, og at væsken derfor forbliver underafkølet længere [4].
De præcise mekanismer ved intacellulær isdannelse og celledød er ikke helt kendt. Dog er dannelse af  iskrystaller både 
intracellulært og ekstracellulært drevet af, hvorvidt vandmolekylerne i opløsningen ensretter sig og opnår den kritiske 
størrelse [8]. Dette vil i princippet sige, at sandsynligheden for intracellulær isdannelse er lige så stor som sandsynligheden 
for ekstracellulær isdannelse, hvis voluminerne er lige store. Dog kan der være en smule forskel i smeltepunktet for det 
interne og eksterne cellemiljø, idet koncentrationen af  solutter inde i cellen højere end udenfor cellen [8]. Af  denne grund 
er det nødvendigt for os at have en høj kølerate for at undgå, at cellen responderer på det osmotiske pres ved at ekskludere 
vand. Hvis cellens koncentration af  solutter stiger, risikerer vi at frysepunktet sænkes i så høj grad, at der ikke opstår is 
intracellulært. Da intracellulær isdannelse er en forudsætning for rekrystallisering, er vi interesserede i så høj en grad af  
intracellulær is som muligt.
Man har som tidligere nævnt observeret en klar korrelation mellem celledød og intracellulær isdannelse, men hvorvidt 
celledød altid er direkte forårsaget af  isen inde i cellen er endnu uklart. Der er også den mulighed, at cellernes membran 
sprækker på grund af  osmotisk stress ved nedkøling, og at isen fra det ekstracellulære miljø dermed kommer i kontakt 
med det indre miljø og kan fungere som nukleator. I et sådant tilfælde er det ikke nødvendigvis den dannede intracellulære 
is, men i højere grad andre influerende faktorer, der er årsagen til celledød. En af  de kilder, der har testet dette fænomen, 
er Muldrew et al. (1990). De undersøgte tre forskellige hypoteser omkring intracellulær isdannelse; at intracellulær isdan-
nelse forekommer ved en bestemt grad af  underafkøling, at den intracellulære is dannes ved kontakt med små krystaller 
fra det eksterne miljø gennem gennem cellens aquaporiner og endelig at dannelsen af  intracellulær is skyldtes en elektrisk 
gradient forårsaget af  eksklusionen af  ladede partikler fra iskrystallerne. Deres resultater understøttede umiddelbart ikke 
nogen af  de tre hypoteser, men viste til gengæld tegn på, at den intracellulære is blev dannet samtidig med at cellemem-
branen sprækkede på grund af  osmotisk stress. Dog nævner de i deres diskussion, at disse skader baseret på tidligere 
undersøgelser sandsynligvis ville være mulige for cellen at reparere, hvis ikke videre rekrystallisering inducerede yderligere 
og uoprettelige skader på cellen.
[4.1.3] - REKRYSTALLISERING
Selv efter at alt vand i en celle er nukleeret er isen i cellen dynamisk. Da det er energimæssigt favorabelt for små iskrystaller 
at vokse sammen og danne større iskrystaller, sker der en konstant ændring af  konformationen i det intracellulære miljø. 
Dette fænomen kaldes rekrystallisering [6]. Rekrystalliseringen forekommer hovedsageligt inden for samme temperatur-
interval som spontant nukleation ved nedfrysning, men egentlig er det kun ved 0 °K, at isen er helt statisk. Rekrystal-
Figur 9: Både ved kryoskader forårsaget af  ekstracellulær is og af  intracellulær is vil der være ekstracellulær isdannelse. Skaderne ved for langsom nedkøling efter nukleation 
vil oftest være mekaniske eller toksiske skader. De mekaniske skader kunne være, at cellen bliver klemt af  isen, toksiske skader kunne være dehydrering af  cellen og at 
solutkoncentrationen i cellen dered forhøjes og bliver toksisk. Ved hurtig nedkøling når cellen ikke at kompensere for det osmotiske tryk, og vandet bliver “fanget” og fryser 
inde i cellen [3].
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lisering og graden heraf  kan, ligesom spontan nukleation, være svær at forudsige [4]. Selvom det er muligt at estimere 
temperaturen for maksimal rekrystallisering ligesom med intracellulær isdannelse, kan det egentlige temperaturinterval 
variere afhængigt af  saltkoncentration, proteinindhold og celletype [6]. Dog er der lavet flere studier, som har forsøgt at 
bestemme den optimale optøningsrate for forskellige celletyper, hvis man gerne vil undgå rekrystallisering. Da rekrys-
tallisering som før nævnt spiller en vigtig rolle i forhold til celleoverlevelse, er man oftest interesseret i at undgå at det 
forekommer. Seki et al. (2008) har eksempelvis undersøgt effekterne af  rekrystallisering på ægceller fra mus, og hvordan 
rekrystallisering kunne undgås. De fandt, at der skulle optøes med rater på mere end 4000 grader/min for helt at undgå 
rekrystallisering. Desuden skriver de, på trods af  de mange faktorer, der har indflydelse på rekrystalliseringstemperaturen, 
at man sandsynligvis kan ekstrapolere fra deres resultater til andre cellelinjer med en hvis rimelighed.
Rekrystallisering er også et vigtigt fænomen i forbindelse med vores projekt. Dette vil vi forklare nærmere i billag 5. Det 
er ikke umiddelbart lykkedes os at finde nogen artikler, hvori de undersøger den optimale optøningsrate for HEK293 
celler, som vi bruger. Derfor vælger vi som udgangspunkt at antage, at en optøningsrate langt under 4000 grader/min 
må resultere i rekrystallisering hos vores celler under optøning fra -50 °C til omkring 0 °C. Det skal også bemærkes at 
graden af  rekrystalisering er højere for lave optøningsrater. Derfor vil det være idelt at anvende en lav optøningsrate til 
vores forsøg[6].
[5] - VÆRN MOD FRYSESKADER
[5.1] - ANTIFRYSEPROTEINER
AFP er, som navnet indikerer, et protein, der gør organismen, hvori det er udtrykt, i stand til at overleve i miljøer, hvor 
temperaturen er under frysepunktet. Disse proteiner findes både i fisk, insekter og planter. 
AFP fra de forskellige organismer, er ikke sammenlignelig udover i frysepunktsnedsættelse, da de hverken har samme 
form eller struktur. De sænker dog alle frysetemperaturen ved ikke-kolligativ egenskaber, hvilket betyder, at de ændrer på 
selve frysepunktet og ikke koncentrationen af  AFP, som i sig selv kunne have sænket frysepunktet [9, 10].
Fælles for de forskellige AFP-typer er, at de alle indeholder bindingsites, som kan interagere med isoverflader. Dog er 
selve mekanismen bag interaktionen ikke klarlagt. En mulig forklaring bygger på, at AFP-bindingsites er mere hydrofile 
end resten af  proteinet, og er derved er i stand til at binde sig irreversibelt til isoverfladen [11, 12].
Sænkning af  frysepunktet ved hjælp af  AFP har dog visse begrænsninger. AFP kan kun sænke temperaturen på isdan-
nelsen til en vis grad, hvor der herefter dannes is inden i cellerne. Dette punkt kaldes hysteresefrysepunktet. Hysterese-
frysepunktet er det samme som SCP. Ved dette punkt kan der forekomme enten en termodynamisk ligevægt mellem isen 
og den underafkølede væske, eller en komplet isdannelse i cellen.
Det har vist sig, at det AFP, der stammer fra insekter, er det mest effektive. Antifryseaktiviteten af  denne type AFP er i 
visse tilfælde op til 100 gange mere effektiv end AFP fundet i fisk.Det menes, at dette skyldes insekt-AFP’ernes evne til 
at binde sig til flere overflader på iskrystallen [13]. De førnævnte overflader relaterer til de planer der forekommer når en 
iskrystal er skabt, se nedenstående figur 10.
Figur 10: Illustation af  iskrystal, med AFP fra fisk. AFP sænker den temperatur der skal til at forårsage 
en nukleation, og derved danne is [14]. Den AFP, der her er illustreret, er ikke i stand til at binde sig til alle 
overflader. 
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[5.2] - KRYOPROTEKTANTER
Udover at benytte AFP, blev der brugt  en ekstra kryoprotektant til at beskytte mod kryoskader. Dette er baseret på flere 
ting: For det første er AFP i sig selv ikke altid effektivt ned til meget lave temperaturer [5]. For at sikre, at der kommer 
overlevende celler, vælges ydermere en anerkendt kryoprotektant i en testet koncentration til at modvirke eller forsinke en 
del af  isdannelsen. For det andet er det fordelagtigt  også at have en vis procentdel overlevende celler i kontrollen for at 
kunne sammenligne de to scenarier - nedfrysning med og uden AFP til stede. Pilotforsøgene, med nedfrysning af  celler, 
viste at cellerne ikke overlevede eller overlevede i meget lav grad, hvis ikke der blev tilsat kryoprotektant (resultater vedlagt 
i Logbogen på CD'en).
Hvis der ikke tilsættes en kryoprotektant, som kan sikre, at nogle af  cellerne uden AFP også overlever, er det ikke muligt 
at sige noget om forholdet mellem overlevelsen hos kontrollen og hos de transfekterede celler. Altså er brug af  kryopro-
tektant nødvendig.
Der findes mange forskellige typer af  kryoprotektanter, men generelt deles de op i to grupper: Penetrerende og ikke-
penetrerende.
De penetrerende kryoprotektanter kan trænge ind i cellens cytoplasma og består ofte af  små, upolære molekyler som 
er letopløselige i vand [2]. Der er flere mekanismer, penetrerende kryoprotektanter kan anvende til modvirkning af  is-
dannelse, men metoden bag disse er ikke klarlagt på nuværende tidspunkt. Mekanismerne er sandsynligvis forskellig fra 
stof  til stof, selvom der er tale om kryoprotektanter fra samme gruppe. Blandt andet mener man, at kryoprotektantens 
molekylære struktur og størrelse kan have betydning for, hvordan det virker [5]. Derfor kan det være svært at sige noget 
generelt om gruppen af   penetrerende kryoprotektanter. Fælles for de penetrerende er dog, at de blandt andet virker kol-
ligativt ved at sænke smeltepunktet og “super cooling point” (SCP). SCP er det punkt, som en væsken kan underafkøles 
til uden at den nukleere spontant. De penetrerende kryoprotektanter nedsætter desuden risikoen for en skadelig opkon-
centrering af  de salte, der findes naturligt i cellen ved at modvirke det osmotiske stress [2, 5, 15]. Udover dette virker 
kryoprotektanterne også som et ekstra solvent for saltene både intra- og ekstracellulært, når saltene ekskluderes fra isen. 
Dette bidrager ydermere til at nedsætte saltenes toksicitet, idet koncentrationen bliver mindre [2]. Disse egenskaber gør 
penetrerende kryoprotektanter velegnede til at beskytte mod de såkaldte “solution effects”, som netop er øget toksicitet 
af  salte og osmotisk stress ved nedfrysning, og dermed hovedsageligt forekommer ved langsom nedkøling. Penetrerende 
kryoprotektanter virker derimod mindre effektivt mod kryoskader forårsaget af  hurtig nedkøling - intracellulær isdannelse 
og rekrystallisering [2].
Ikke-penetrerende kryoprotektanter består ofte af  lange carbohydrater, såsom sukre. De kan ikke trænge ind i cellens 
cytoplasma. Til gengæld virker de ved at dehydrere cellen på forhånd, så det osmotiske stress ved nedfrysning nedsættes. 
Tilsætning af  ikke-penetrerende kryoprotektanter inden nedfrysning giver cellen tid til at tilpasse sig en højere ekstracel-
lulær koncentration af  solutter. Derved er der ikke den samme mængde vand i cellen, som kan transporteres ud, når man 
påbegynder nedfrysningen. Dette betyder videre, at risikoen for intracellulær isdannelse bliver mindre, idet der er færre 
vandmolekyler, der kan fryse til is intracellulært, og samtidig også at risikoen for at cellen sprænges på grund af  osmotisk 
stress under optøning bliver mindre [2, 5]. Til gengæld virker de ikke-penetrerende kryoprotektanter ikke godt mod kry-
oskader forårsaget af  langsom nedkøling, idet de kan dehydrere cellerne og bidrage til intracellulær opkoncentrering af  
salte, der potentielt kan være toksiske [2].
Til dette forsøg udvalgt vi to forskellige, almindeligt anvendte kryoprotektanter og testede deres effekt på vores celler i 
forskellige koncentrationer. Dette blev gjort for at sikre, at vi opnåede en lav overlevelsesrate, så en øget celleoverlevelse 
nemt kunne observeres. 
Vi besluttede derfor at stile efter en overlevelse på 10 %. I afsnittet herunder vil vi præsentere de to udvalgte kryoprotek-
tanter og beskrive deres respektive opbygning og egenskaber som kryoprotektanter.
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[5.2.1] - DMSO
Dimethylsulfoxid (DMSO) har i lang tid været kendt som en af  de mest effektive kryoprotektanter. DMSO er en pen-
etrerende kryoprotektant, som let kan vandre over cellemembranen. Det skyldes, at molekylet i sig selv er amfifilt, og 
derfor nemt kan integreres i membranens dobbeltlag [16]. DMSO’s strukturelle opbygning ses på figur 11 herunder.
DMSO beskytter cellerne via kolligative egenskaber som frysepunktssænkning og mod koncentrationseffekter forårsaget 
af  opkoncentrering af  salte i cellens intra- og ekstracellulære miljø under nedfrysning. Udover disse egenskaber fandt 
Notman et al. (2006) under en simulering af  DMSOs effekt i celler, at DMSO er i stand til at øge permeabiliteten af  
cellemembranen ved at øge afstanden mellem phosphorlipiderne, og dermed gøre membranen mere flydende. Samtidig 
med at membranen bliver mere permeabel, bliver den også mere flexibel og kan dermed bedre klare mekanisk stress fra 
ekstracellulær is. Den større afstand mellem lipiderne betyder, at større hydrofobe molekyler bliver i stand til at passere 
cellemembranen, og dermed sænkes det osmotiske stress hos cellerne. Hvis ikke de kunne passere membranen, ville 
vandflowet mod den højere koncentration af  solutter potentielt kunne på membranen til at sprænge.  Ydermere fandt de 
bevis på, at DMSO ved høje koncentrationer (omkring 26 mol% eller højere) inducerer dannelsen af  aquaporiner i celle-
membranen [16]. Dette bidrager yderligere til celleoverlevelsen, idet trykket på membranen fra vandtransporten både ind 
og ud bliver lavere. Samtidig giver det også hydrofile molekyler mulighed for at passere membranen. Alle fund er ifølge 
forfatterne understøttet af  eksperimentelle opdagelser i andre studier [16].  
Et problem i forhold til at bruge DMSO som kryoprotektant er, at det har vist sig at være toksisk for cellerne i højere 
koncentrationer. DMSO kan denaturere membranens proteiner ved længere tids udsættelse, og kan også påvirke kon-
formationen af  andre essentielle organeller i cellen over længere tid eller ved høje koncentrationer [16]. Til gengæld er 
DMSO ofte mere effektivt som kryoprotektant end glycerol - dette er dog afhængigt af  celletypen. Dette har blandt andet 
at gøre med det faktum, at glycerol er længere tid om at vandre over membranen end DMSO [17].
[5.2.2] - GLYCEROL
Glycerol var den første kryoprotektant man opdagede i frysetolerante insekter, og har været kendt siden 1950’erne. Glyc-
erols strukturelle opbygning kan ses på figur 12 herunder.
Glycerol er ligesom DMSO amfifilt, og hører til de penetrerende kryoprotektanter. Glycerol har en del af  de samme egen-
skaber som DMSO; det virker også kolligativt, og sænker frysepunktet i den opløsning det tilsættes betydeligt, og mind-
sker det osmotiske stress cellen udsættes for under nedfrysning [15]. Glycerol, ligesom DMSO, fungerer som et sekundært 
opløsningsmiddel for salte og andre solutter i cytosolet, når disse opkoncentreres, som følge af  transport af  vand ud af  
cellen ved nedfrysning. En efterfølgende optøning sænker raten af  vandtransporten ind i cellen, herved nedsættes det me-
kaniske stress på membranen, og derved forhindres en eventuel  lysering [19]. Ved lave temperaturer har glycerol tendens 
til at blive meget viskøst, og det menes, at denne viskositet også kan påvirke iskrystallerne i cellens indre - de skal forcere 
en meget større energibarriere for at kunne rekrystallisere, hvilket forhindrer isen i at ændre konformation. I og med at 
rekrystallisering ikke finder sted, er de skader, der eventuelt måtte være opstået, mulige for cellen at reparere, og cellen er 
derved i højere grand i stand til at overlever nedfrysningen. Dette er dog endnu ikke endeligt eftervist [2].
Figur 11: Figuren viser den strukturelle opbygning af  DMSO. DMSO er et amfifilt molekyle, og har således en hydrofil ende (oxygenmolekylet) og en 
hydrofob ende (methylerne).
Figur 12: Her ses den strukturelle opbygning af  glycerol. De tre hydroxygrupper udgør molekylets hydrofile del, og er dermed ansvarlig for dets 
høje blandbarhed i vand.
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Glycerol har en relativt lav toksisk effekt over for celler, og celler kan derfor tåle at være eksponeret for glycerol i længere 
tid og i højere koncentrationer end andre kryoprotektanter som DMSO [5]. Dog er DMSO i mange tilfælde en mere ef-
fektiv kryoprotektant end glycerol, se nærmere i afsnittet om DMSO.
[5.2.3] - VALG AF KRYOPROTEKTANT TIL FORSØG
Valget af  kryoprotektant til en given celletype i et givent forsøg er ofte en empirisk process [15]. Det er også tilfældet 
her. Da både glycerol og DMSO er penetrerende, men alligevel potentielt har forskellige virker måder og forskellig gen-
nemtrængningstid, har vi valgt at teste begge i et pilotforsøg for at vurdere, hvilken kryoprotektant og i hvilken kon-
centration der giver den ønskede overlevelsesrate på 10 %. Fordelene ved at bruge enten glycerol eller DMSO er, at de 
ikke i nævneværdigt omfang reducerer intracellulær is, idet de netop er penetrerende [2]. Dette betyder, at reduktionen i 
intracellulær isdannelse og rekrystallisering med stor sandsynlighed vil skyldes den udtrykte AFP i cellerne. Til gengæld 
vil de tilsatte kryoprotektanter forhåbentlig korrigere for eventuelle solution effects. Solution effects dækker blandt andet 
over opkoncentrering af  salte i og omkring cellerne til koncentrationer, der kan være toksiske, og skader grundet osmotisk 
stress. Ved at tilsætte kryoprotektant håber vi, selv uden AFP, at kunne opnå en overlevelsesrate på 10-20 % i de frosne 
prøver, idet de celler, der ville have været døde på grund af  solution effects, nu overlever.
Resultaterne fra vores pilotforsøg kan ses i på logbogen der er vedlagt som CD.
Baseret på disse resultater valgte vi at gå videre til de egentlige forsøg med 5 % glycerol, idet det gav os en overlevelse på 
20-30%.
[6] - UDDYBNING AF METODER
For at kunne udføre vores forsøg har vi både indledningsvis og under forsøget gjort brug af  forskellige metoder. Formålet 
med afsnittet her er at introducere disse metoder, samt at redegøre for de grundlæggende principper bag dem.
[6.1] - PLASMIDMÅLING
De plasmider, vi har benyttet os af, blev oprenset ved hjælp af  “Machery-Nagel: Neucleobond® Xtra maxi kit”, "Qiagen 
Plasmid midi kit", opløst i milliQ-vand. For at være sikker på at plasmiderne var aktive, og at der var nok af  dem til at 
gennemføre forsøget, målte vi plasmidkoncentrationen og AFP aktiviteten ved de følgende metoder:
[6.1.1] - KVANTITATIV ANALYSE AF OPRENSET PLASMID
Den kvantitative analyse af  de oprensede plasmider blev foretaget ved hjælp af  et nanodrop-spektrofotometer af  typen 
Nanodrop ND-1000 fra Thermo Scientific. Nanodrop’en er et UV-VIS-spektrofotometer, som er i stand til at måle plas-
midkoncentrationer i opløsninger helt ned til 1 μL. Selve måleren består af  to optiske fiberkabler, hvoraf  det ene sidder 
på selve spektrofotometeret og det andet sidder på målearmen og kan føres ned oven på prøven. Prøven loades på det 
nederste, og målearmen lukkes i, så prøven danner bro mellem de to optiske fiberkabler - se billedet herunder.
Figur 13: Her ses, hvordan den loadede prøve danner bro mellem enderne på de to optiske kabler. Prøven loades på den 
nederste del, og den øverste sænkes derefter ned over [18].
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Når broen er dannet, sendes der lys igennem prøven med en xenonlampe. Baseret på den mængde lys, der udsendes fra 
lampen og den målte lysintensitet efter lyset har passeret prøven, beregnes koncentrationen på baggrund af  Lambert-
Beers lov:
A = ε ∙ c ∙ l
Hvor A er absorbansen af  prøven, c er prøvens koncentration, l er afstanden, som lyset skal tilbagelægge i selve prøven og 
ε er ekstinktionskoefficienten, som er en konstant, der er afhængig af  bølgelængde. Vi målte prøverne ved 230 nm. Hvis 
koncentrationen af  prøven er for høj til at kunne måles med en prøvelængde på 1 mm, som er standard, kan apparatet 
selv indstille sig til at måle med en afstand på 0,2 mm, og tager ligeledes højde for den ændrede afstand ved beregningen 
af  koncentrationen.
A = -log (IPrøve/IBlank)
Absorbansen beregnes ud fra intensiteten, I, af  det lys, der kommer igennem prøven. Inden den rigtige prøve måles, 
måles en blank prøve med det samme solvent som en plasmider er opløst i. Baseret på denne måling og målingen af  den 
egentlige prøve beregnes absorbansen ud fra følgende forhold:
Apparatets nedre detektionsgrænse er 2 ng/μL, mens den øvre detektionsgrænse er omkring 3700 ng/μL for ufortyndede 
prøver. Standardafvigelsen for prøver med koncentrationer  mellem 2 og 100 ng/μL er ±2 ng/μL og ± 2 % for prøver 
med koncentrationer over 100 ng/μL.
Alle tekniske informationer er fra apparatets manual [18].  
  
[6.1.2] - AFP-AKTIVITETSMÅLING
Aktiviteten af  AFP måles ved at udnytte, AFP sænker SCP i opløsningen mærkbart i forhold til smeltepunktet. Forskel-
len i temperatur mellem en given opløsnings smeltepunkt og SCP kaldes hysteresen. Det er også derfor, at SCP af  og til 
kaldes hysteresefrysepunktet.  Graden af  hysterese angiver, hvor aktivt af  den målte AFP [2, 5]. Vi har dog kun brugt 
metoden til at bestemme, vores AFP rent faktisk var udtrykt og aktivt, og har derfor blot konstateret, at der var hysterese. 
Figur 14: Figuren viser selve cooling-stage’en (1) med prøverummet (2) og dækglasplade (3). På siden af  cooling-stage’en sidder 
et pumpesystem (4), der sender koldt vand igennem den. Derudover er der en luftslange (5), som sørger for at føre kold luft ind i 
prøvekammeret for at sænke luftfugtigheden. Prøverummet indeholder seks små brønde, som hver kan indeholde 1 nL prøve. Cooling-
stage’en er tilsluttet et kontrolpanel, hvor man kan styre temperaturen og køleraten.
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Hysteresen måles ved hjælp af  et Clifton Nanoliter Osmometer. En oversigt over dette ses på figur 14 herunder
I hver brønd loades en viskøs væske, hvor til prøver tilsættes. Dette hjælper til at mindske fordampning. Når prøven er 
loadet, fryses den hurtigt ned og tøs derefter op, indtil den sidste krystal er smeltet. Dette punkt er prøvens smeltepunkt. 
Når smeltepunktet er bestemt, fryses prøven igen hurtigt, og smeltes derefter langsomt, indtil kun én, lille krystal er 
tilbage. Prøven køles nu kontrolleret ned, og observeres med stereolup gennem dækglasset. Krystallen vil vokse, når 
prøvens SCP er nået. Ved at sammenligne forskellene mellem smelte og frysepunktet fra de to målinger kan man be-
stemme aktiviteten - hvis de to målinger er forskellige, har der været hysterese og AFP aktivitet er påvist. 
Alle informartioner i dette afsnit er fundet hos Friis (2010).
[6.2] - TÆLLING AF CELLER
Da antallet af  celler i hver prøve har vist sig at have inflydelse på overlevelses raten i forsøgene, har vi forsøgt at holde 
cellekoncentrationen konstant i vores prøve. For at sikre, den rigtige koncentrationer af  celler, tælles cellerne og fortyndes, 
hvis nødvendigt. Derudover tælles cellerne for at bestemme overlevelsesraten efter nedfrysning. Dette blev gjort ved 
hjælp af  et hæmocytometer.
[6.2.1] - HÆMOCYTOMETER
Tælling med hæmocytometer, eller tællekammer, som det også kaldes, blev foretaget med et standard Burker-Türk-hæmo-
cytometer. 10 μL af  hver prøve blev udtaget og loadet på kanten af  dækglasset, og derefter blev alle de fire kvadranter i 
hjørnerne talt. Hver kvadrant har et areal af  1 mm2, og højden af  prøven mellem hæmocytometeret og dækglasset er 0,1 
mm. Dette giver et total volumen af  vores 4 kvadranter på 0,4 mm3 hvilket er svarende til 0,0004 mL.
Dette anvendes til at finde celle koncentrationen i ens prøve, ved at dele antallet af  celler med volumen de fire kvadrater 
optager. En udregning af  med for eksempel 100 celler, sammenlagt på de 4 kvadranter, divideres med 0,0004 mL og 
derved give følgende:
C= 100 celler · 0,0004 mL= 250000celler/mL
Man får herved udtryk sin cellekoncentration ud i celler pr. ml [18].
[6.3] - FLOURESCENSMÅLING
Til observering og analysering af  vores celler anvender vi et Leica DM5000 B mikroskop, tilsluttet et Leica CTR5000 
modul, og et Leica DFC350 FX kamera. Da dette kamera ser ovenfra, er det muligt at tage  billeder af  vores celler i hæ-
mocytometeret.Tilsluttet til kameraet er ligeledes et fluorescensmodul, hvilket gør det muligt at sammenligne cellerne i 
hemocytometeret med og uden fluorescens.
[7] - GREEN FLUORESCENT  PROTEIN
Green Fluorescent Protein (GFP) er som navnet hentyder et protein, der ved ekscitation fluorescerer grønt ved udsættelse 
af  ultraviolet belysning. Proteinet blev første gang observeret i 1955 af  Davenport og Nicol, da de bestrålede vandmænd, 
af  arten aequorea victoria, med ultraviolet lys. GFP findes yderligerer i endnu en naturlig type som findes i havdyret 
renila reniformis [19]. Anvendelsen af  disse typer GFP indenfor biokemien tog rigtig til i 90’erene, sammen med klon-
ing og genteknologi, hvor GFP, som et reportergen, blev en hyppigt anvendt metode til at undersøge cellers biokemiske 
processer [20]. Ved at inkorporere GFP genet ind i cellen, kan en transskription finde sted og proteinet vil begynde og 
fluorescere intracellulært, hvilket gør det velegnet til at identifikation af  transfekterede celler [21].
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Proteinet danner en cylinder af  beta-sheets, hvor i chromatophoren er centreret, som giver ophav til stabiliteten, da beta-
barrel konformationen ikke reagerer med omgivelserne, så chromatoforen afskærmes fra eksterne påvirkninger af  såsom 
molekyler og ændringer i pH [23].
Stabiliteten af  GFP for Renilla reformis mindskes dog ved pH uden for intervallet 5,5-12,6 som medfører fluorescens 
tab, også kaldet falmer ([19]. Vildtype GFP har visse ulemper ved indsættelse i eukaryote celler, ved at give en formindsket 
fluorescens intensitet samt en lavere GFP produktion[23]
En variant af  Aequorea GFP, ved navn Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), er strukturelt meget lig vildtype 
GFP, dog er EGFP mere kompakt og fluorescerer i højerer grad end vildtype GFP i eukaryote celler uden at gå på kom-
promi med stabiliteten. Ændringerne i EGFP tilskrives mutationerne i S65T og F64L. Det er derfor det åbenlyse valg at 
gøre brug af  EGFP fremfor vildtypen ved arbejde med med celler generelt [23, 24].
.  
[8] - SELEKTION AF TRANSFEKTEREDE CELLER
I eukaryote celler, såvel som prokaryoter, er der stadig lang vej endnu inden for bestemmelsen af, hvilke gener der udtrykker 
de utallige proteiner, der syntetiseres. Især inden for rekombinante geners funktion forskes der intens til produktion af  
blandet andet antistoffer [25-29].
 
For at kunne foretage en egentlig undersøgelse af  et ønsket genudtryk kræver det, at man kan få cellelinjen til at udtrykke 
genet. Desuden er man nødt til at sikre, at genets produkt udtrykkes i en sådan grad, at en undersøgelse kan gennemføres. 
Ved at klone genet ind i et plasmid og herefter transfektere cellerne med plasmidet, kan cellen foretage en transskribering 
af  genet og herefter en translation som resultere i udtrykkelsen af  proteinet i cellen. Genudtrykket kan enten ske ved at 
gøre brug af  kortvarig eller permanent transfektion.
[8.1] - KORTVARIG TRANSFEKTION
Ved en kortvarig transfektion inkorporeres det indsatte plasmid ikke i cellens eget DNA. Dette gør, at de transfekterede 
celler med tiden vil miste det indsatte plasmid ved proliferation. 
Ved anvendelse af  denne type transfektion, har man dog stort besvær ved en selektering mellem transfekteret og ikke-
transfekterede celler. Det skyldes tidsrammen for transfektionen er forkortvarig til at gennemføre de traditionelle sele-
kterings processer, da den ved selekteringes ende vil have smidt plasmidet ud [27, 28, 30]. De transfektionsvektorer, der 
bruges i forbindelse med kortvarig transfektion, er blandt andet DEAE Dextran, elektroporation, kationiske fosforlipider, 
calciumfosfat og polyethylenimin (PEI) [27, 28, 31]. I dette projekt er der blevet anvendt PEI og de øvrige metoder vil 
derfor ikke bliver beskrevet yderligere.
Selv om der er visse forskelle i de ovenstående vektorers respektive transfektionsmetoder, er udgangspunktet, at ens øn-
skede gen, i form af  et plasmid, kan fragtes ind i celler ved hjælp af  transfektionsvektoren. På den måde muliggøres en 
undersøgelse af  genet in vitro.
Figur 15: Her ses strukturen for EGFP [26]
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I dette studie gør vi brug af  PEI på 25 kDa som transfektionsvektor. Mekanismen hvorpå PEI fungerer er ikke klarlagt, 
men det menes at der dannes et kompleks mellem PEI, som positiv ladet, og  DNA, som er negativt ladet, så komplekset 
får en total neutral eller positiv ladning. Dette kompleks kan binde sig til de negativ ladede proteoglycaner, der sidder i 
cellemembranen. Herved muliggøres en optagelse ved hjælp af  endocytose. Det menes, at optagelse af  PEI:DNA hyp-
pigst finder sted under mitosen, da kernemembranen brydes under denne proces. Inde i vesiklen er pH lav. PEI optager 
H+-ioner, der giver ophav til den lave pH, hvilket medfører et osmotisk stress da den lave pH påvirker af  Cl2-pumpen, 
Na+/K+-pumpen, som derved øger vandtransporten og får vesiklen til at brydes. Herved frigives PEI og DNA til det 
intracellulære miljø [31-36].
Fordelen ved brug af  kortvarig transfektion i forhold til stabil transfektion er tidsperspektivet. Ved brug af  en af  de ov-
enstående transfektionsvektorer til kortvarig transfektion kan der opnås resultater allerede efter 7-14 dage i forhold til den 
stabile transfektion, der under optimale forhold kan give resultater efter ca. en måned [27, 28].
[8.2] - PERMANENT TRANSFEKTION
Den permanente transfektion sker ved, at man foretager en selektion ved hjælp af  en selektionsmarkør, der er i stand til 
at skelne mellem de transfekterede celler og de ikke-transfekterede celler.
 
Ved selektering nedsættes baggrundsstøj fra de ikke-transfekterede celler og en koncentreret mængde af  transfekterede 
celler opnås.
De hyppigst anvendte selektionsmarkører er blandt andet Neomycin phosphotransferase II (neo), Adenosin deaminase 
(ADA), Bleomycin (bleo), Cytosin deaminase (CDA), Dihydrofolate redutase (DHFR), Histidinol dehydrogenase (hisD), 
Hygromycin-B-phosphotransferase (HPH), Puromycin-N-acetyl transferase (PAC), Thymidine kinase (TK), Xanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (XGPRT) [26, 29]. De muliggør alle positiv selektion, hvor de transfekterede celler 
overlever og de ikke-transfekterede dør. 
 
Størstedelen af  disse selektionsmarkører fungerer ved, at man sammen med det gen, man ønsker at undersøge, indsætter 
et resistensgen, der er resistent for den cellegift man tilfører. Efter ca. en måned, afhængig af  succesraten, vil cellelinjen 
have udviklet permanent resistens overfor den tilsatte cellegift og dermed have dannet en permanent transfektion. De 
resterende selektionsmarkører gør de transfekterede celler i stand til at overleve forhold, der ellers ville have været kritiske, 
eksempelvis ophold i selektionsmedie, der er fattigt på bestemte aminosyre og/eller nukleotider. Efter den ovenstående 
tidsramme er der mulighed for at de transfekterede celler udviklet sig til en permanente cellelinjer [27].
 
Disse selektionsmetoder er ikke særlig effektive til at bruge i forbindelse med kortvaring tranfektion, da det er en tidskræv-
ende procedure, idet cellerne kan overleve noget tid efter behandlingen, hvilket betyder at ens plasmid indeholdende ens 
gen af  interesse forsvinder inden selekteringen er fuldendt.
Af  de ovenstående er neo er en af  de mest anvendte selektionsmarkører, men denne selektionsmarkør kan ikke bruges i 
kortvarig transfektion, da den også er tidskrævende. Desuden kan resistensgenet for neomycin ikke amplificeres , hvilket 
gør at man ikke kan øge koncentration løbende på sammen måde som gøres ved brug af  andre selektionsmarkører, og 
virker kun i celler med en mutation i den normale gen aktivitet. Den højeste effektivitet opnås ydermere ved brug af  
hurtigt delende celler, hvilket er uhensigtsmæssigt i forbindelse med kortvarig transfektion [27, 29].
For at få et målebart genudtrykket kan man indsætte en stærk promoter, såsom CMV, sammen med ens plasmid hvorved 
ekspressionen af  selektionsmarkøren og det rekombinante gen øges. Denne strategi kan bruges både indenfor kortvarig 
og stabil transfektion.
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[9] - ARDUINO KREDSLØBS DIAGRAM & PROGRAMKODE
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#include <Stepper.h>
const int stepsPerRevolution = 450;  
Stepper myStepper(stepsPerRevolution, 9,0,8,1); 
void setup() {
  myStepper.setSpeed(2);
  Serial.begin(9600);
}
void loop() {
  
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
  myStepper.step(-stepsPerRevolution);
    delay (900000);
    delay (900000);
      delay (900000);
        delay (900000);
}
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[10] - FLOWDIAGRAM FOR FRYSEFORSØG
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